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© Verringerung des Hook-Effekts In Immuntests mittellchenformigem Tragermaterial. 



© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung sines Anaiyten in einer Probeflussigkeit durch Bindung 
des Anaiyten an einen mit dem Anaiyten spezifisch bindefahigen Rezeptor Ri , der auf einem in der Probefliis- 
sigkeit befindlichen, teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB 
die Probeflussigkeit weiterhin einen ISslichen, mit dem Anaiyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R 2 enthalt, 
der mindestens zwei Bindungsstellen fur den Anaiyten besitzt. B'n weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein 
Reagenz zur Durchfuhrung des oben genannten Verfahrens. 
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in der Probeflussigkeit befindlichen tBiii*Pnf«^^» x - Spe2lflsch bind efahigen Rezeptor, der auf einem 
immunologische Reaktion Z^aewL™ ] ta^n T t^T ' ^ ** lan98m betamnfc Die durch di * 

-ter Verwendunge^ ^ Die - Ana ly ten k ann 

- der Fords? ^22^!^^ TJ 3 "^" '—ologischen Praziprtationsverfahren ergibt sich aus 

Effekt fuhrt dazu daU einem MaB^ionT " ? P t WS W,eder abn,mmt ("eidelberger Kurve). Dieser 
konnen. was wiederlTu ler ^Shan^n B^l" ""'h^ r!^ 0 " 2 ^ 0 "*" ^-ordnrt wenkm 
"Hook-Effekt" bezeichnet. Be7v efen tS n ^22? k f?^ ^ ^ D,9Ser Effekt wird a,s 
,o vorkommende Konzentration ^ weJ £££ deT S ~ 5" u*" 6 "' dte in der P^eflOssigkeit 
te Bestimmung aufgrund des Hook Sf?^ h fi T"" 5 ** He,de,ber 9 e '' K "<ve, so daB eine fehlemaf- 
erforderlich, da8 be, der Be^nTtl^ i f 3 " ^ ^ Vermeidun 9 dieses Fehlers ist es 
^^^rZ^^T^S^T ° b ^ Me6Si9nal ^ im oder 

- Oopp V :,bes?;^^^ ' «*> wird eine Methode bescnriebe, die eine 

uberschusses bei der starter * Fa " e eines 

gemessen wird. noneres MeBsignal als bei der konzentrierteren Probe 

3. -efts™ ™ ^ZSZ^^Z^l «z ! *?T™ hm, > ein - Auch dur * °<™ 

(Sternberg. Clin Chem. 23 0 977, T«6-'46T K ° n2enlra, " >n '** s,ch e,n A"«genubersdhuB erkennen 
Hoofc^ffelft'dura'h e^TOaunron^^e^re^rteiwSuerte^A^'^rf 7 " Z* ^ ,48 - — ~ 

. ^r=r^ 

« Hdok-Eftekts ganz v W n,ieden ol, in T« T S ° TO " 2,1 verSntle ™. das Auftreten des 

physteiegis^ ^Z^T ^ "** * 

-spe^dne M, 6rp er mtt ^55:^ — ^ 

^"^Jre^^^^^^ in *«. ^ 

se durchgeftlftrt. „ obe i durch 5^*™"^ ™™*erten Ligandanbindepartnern (Amikerpern) 
denbtedepamem e,n A^ytenZSf Un der L '9 a "denbi"depar,ner mil den merk.er.en Ligan- 

^ vSC^r.S^S^^^ — ~" - Tesdftsung zu 

85 ~&teU^t^ — « es 

mil einem gagen den zu beetimm^den^Ste? ™n?„t^^, °*' GOldSOte) » 8 ™te"een, die 
-eng der be„„ Te i, ch .„ mi , S^ffiS^^^TT 
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Auftreten von Teilchenaggregaten zu einer quantiflzierbaren Anderung des nephelometrischen Oder turbidi- 
metrischen Verhaltens der ProbefiQssigkeit. Ein derartiger Teilchen-verstSrkter Test ist erheblich empfindll- 
cher als ein unverstarkter Test, da weniger Agglutinierungsvorgange zur Erzeugung eines meBbaren Signals 
notwendig sind. Auch bei derartigen Teilchen-verstarkten Immuntests besteht jedoch das Problem des 
5 Hook-Effekts. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es deshalb, ein einfaches immunologisches Prazipita- 
tionsverfahren zur Bestimmung eines bindefahigen Analyten in einer ProbeflUssigkeit bereitzustellen, bei 
dem der Hook-Effekt als Storung vermieden und/oder verhindert werden kann. 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer 
10 ProbeflUssigkeit durch Bindung des Analyten an einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor 
Ri , der auf einem in der ProbeflUssigkeit befindlichen teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist, 
gelost, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, daB die ProbeflUssigkeit weiterhin einen loslichen, 
mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R 2 enthalt, der mindestens zwei Bindungsstellen fUr 
den Analyten besitzt. 

76 Bei dem erftndungsgemaBen Verfahren enthalt die ProbeflUssigkeit einen mit dem Analyten spezifisch 
bindefahigen Rezeptor Ri , der auf einem teilchenformigen Tragermaterial immobilisiert ist. Im allgemeinen 
besteht der immobilisierte Rezeptor Ri aus mindestens zwei unterschiedlichen Rezeptoren R 18 und R 1b , die 
mit unterschiedlichen Determinanten (Epitopen) auf dem Analyten spezifisch bindefahig sind. Die DurchfUh- 
rung des Verfahrens kann bei einer derartigen Verwendung von zwei unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und 

20 R 1b mit einem Gemisch zweier unterschiediicher Trager, wobei auf dem ersten Trager der Rezeptor R 1a 
immobilisiert ist und auf dem zweiten Trager der Rezeptor R 1b immobilisiert ist, Oder mit einem etnzigen 
Trager, auf dem ein Gemisch der Rezeptoren R 1a und R 1b immobilisiert ist, erfolgen. An djeser Stelle ist 
jedoch anzumerken, daB die Verwendung von zwei (oder mehreren) unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und 
Ri b nicht erforderlich ist, wenn der zu bestimmende Analyt mehrere immunologisch identische Epitope an 

25 seiner Oberflache besitzt, da in diesem Fall auch durch einen einzigen Rezeptor Ri das Auftreten einer 
Agglutinierung ermoglicht wird. 

Ein bevorzugtes Beispiel fur einen immobilisierten Rezeptor Ri ist das Fab-Fragment eines gegen den 
zu bestimmenden Analyten gerichteten Antikorpers. Weitere Beispiele fur immobilisierte Rezeptoren Ri 
sind monoklonale Antikorper, F(ab')2- und F(ab)2-Fragmente von Antikorpern, monospezifische polyklonale 

30 Antikorper oder auch Antigene oder anti-ldiotyp-Antikorper (wenn der zu bestimmende Analyt ein Antikor- 
per ist) oder andere Rezeptoren, die zu einer hochaffinen spezifischeh Bindung mit einem Analyten in der 
Lage sind (z.B. Streptavidin, Lectine, Protein A etc.). Besonders bevorzugt ist der immobilisierte Rezeptor 
Ri ein Gemisch aus mindestens zwei monoklonalen Antikorpern, monospezifischen polyklonalen Antikor- 
pern oder Fragmenten derartiger Antikorper. 

35 Die Erzeugung von Antikorpern, die gegen unterschiedliche Epitope auf dem gleichen Antigen gerichtet 
sind, ist in der Literatur ausfuhrlich beschrieben, siehe z.B. Kofler et al., Am.J.Reprod.lmmunol. 2 (1982), 
212-216; Ehrlich et al., Am.J. Reprod.lmmunol. 8 (1985), 48-54; Norman et al., J.CIin.Endocrinol. and Metab. 
61 (1985), 1031-1038 und Norman et al., Clin.Chem. (1987), 1147-1151. Allgemein kann man derartige, 
gegen unterschiedliche Determinanten gerichtete Antikorper durch selektive Immunisierung von Versuch- 

40 stieren mit spezifischen Antigenfragmenten (z.B. Oligopeptide^ und anschlieBende Gewinnung der Antikorr 
per aus den Versuchstieren auf bekannte Weise erhalten. 

Die vorliegende Erfindung zeichnet sich gegenuber bekannten Verfahren dadurch aus, daB die Probe- 
flUssigkeit weiterhin einen loslichen, mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R2 enthalt, der 
mindestens zwei Bindungsstellen fur den Analyten besitzt, d.h. der Rezeptor R 2 ist frei in Losung und nicht 

45 auf den Teilchen des Tragermaterials immobilisiert. Durch Verwendung dieses zusatzlichen Rezeptors R2 
wird eine Verringerung und/oder vollstandige Vermeidung des Hook-Effekts bei einem immunologischen 
Prazipitationsverfahren ermoglicht. Dabei ist es erfindungswesentlich, daB der Rezeptor R2 mindestens zwei 
Bindungsstellen fur den Analyten besitzt. Bevorzugte Beispiele fUr den Rezeptor R2 sind monoklonale 
Antikorper, monospezifische polyklonale Antikorper oder Antikorperfragmente mit zwei Bindungsstellen fur 

50 den Analyten (z.B. F(ab)2, F(ab')2. aber nicht Fab). 

In den Figuren 1 und 2 der beiliegenden Zeichnungen ist der Unterschied zwischen einem immunologi- 
schen Prazipitationsverfahren mit immobilisierten Rezeptoren R 1a und R 1b gemaB dem Stand der Technik 
(Figur 1) und dem immunologischen Prazipitationsverfahren in Gegenwart eines zusatzlichen loslichen 
Rezeptors R 2 gemafl vorliegender Erfindung (Figur 2) gezeigt Figur 1 zeigt die drei Phasen der Heidelber- 

55 ger Kurve, wobei Figur 1A einen UberschuB des Tragermaterials T„, T b mit darauf immobilisierten 
Rezeptoren R 1a , R 1b gegenuber dem Analyten A, Figur 1B den Aquivalenzpunkt bei einer gleichen molaren 
Konzentration des teilchenformigen Tragermaterials T a , T b und des Analyten A und Figur 1C einen 
UberschuB des Analyten A zeigt. Das in Figur 1 gezeigte Verfahren gemMB dem Stand der Technik wird mit 

3 
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des MefisignaisfH^SS Aggregation (Figur 1C) und damit eine Abnahme 

TrageScnerf? 1 ^^^^^" 9 ?, 0 ™ ** erfindu "9 s 9*™een ' Verfahrens dar. Dabei ist neben den 

erhohende Wirkung besitzen MS^h^^^TTf' IS* A 99 ,utinierun 9 ^twas 

sierte Rezeotoren R R »„ o n f TT Ube ' s f huB des An a'/ten (Figur 2C). wenn immer mehr immobili- 

, J5£zs? suss: snELVir pr ° b *"°^ < -a-* —** «» 

u.. 9 ernes losiichen Rezeptors Rj m.t e.ner genngeren Affmitat fur den Analyten 
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Oder » den Ob- de„ „nn,d U ,,s,erten Rezepta Ri an das " "-»»»• 

Ana.yt.n da.in,rach,, s « d,a- MH* dea ^^7.™™^^^^^.^^^ 
Aaa.enrunds.arm dor vc^andan Ertindong * ebenfaUa ^^^^tT^^ ^ der 

Anti Strr,^^en der Erfindung sind _n „ — 
zwei Epitope, d.h. Bindungsstellen fur einen Rezeptor (R, *) * 
, 5 Protein Der Analyt kann sich in einer KorperflOssigke.t we Plasma 
einer geeigneten Pufferiosung befinden Das °?" du ;^ 
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der voriiegenden Erflndu^ v«rd T S^^^Si^^T!"^ ^ and9ren Aus ™™9*°™ 
den Analyten mit der Bindung de S InSSlSSEJl^ T?*; * BindUn9 VO " Rl *" 
des Rezeptors R, hangt von den 3kTn £Lh P ' T ^ Ana ' yten interferiert - D 'e Auswahl 
oben bereits beschrieben L D SS^T" *" d » rc ^™«° Testverfahren, wie 
ein monospezifischer polyklonaler AnLJrr^r h P * * monoklonaler Antikorper. 

derartigen 2,t, k drpers " ^ ^ em m,t W«*-V**n versehenes Fragment eL, 

oder D ^r^ss fi o a r R ^e:r srsSn^ eines einer ^ su ~ 

erforderKche Substanzen (,B. Hi.Se, .^LEli"" ' mmun0, ° 9isch ° s Prazipitationsverfahren 

mindestens zwei BindungsstTen v^sehene^ rIIT ^t 26 ^ 8 Rl und 8ineS ,6s,ichen - ™* 

spezifisch bindefahig sind zu ISLS ^J"* 9 ' ° 1 U ° d Rz beide mit einem ^nalyten 
Bestimmung eines /Lyten dur^Z^.ipSon ^s™ 9 d6S Hook - E *** * ^rung bei der 
D^gende Erfindung so,, in Verbindung mit den Figuren 1 bis 4 waiter erlautert warden. 

^"rZ^S^ ™ a. den Hook- 



Beispiel 1 



Human Chor^ Verfahrens auf den Nachweis von 

ist besonders £r den^ScS arX No Z Tt- T° T o texteilchen a,s Tragermaterial. Ein hCG-Test 
Konzentrationen unterhaib U SJL Sin und p^hoZtht^/T ^ ^ W ° bei normale 
erreichen konnen. 9 pathologische Konzentrabonen bis zu mehr ais 10 6 mlU/ml 



Reagenzien 
(i) Latex: 



ha «en^rSZg rt :^ (SA-Latex) verwendet. Die Latexteiicnen 

beispieiswe.se von der FiL Seradyn tommerzfell -rS^ 18 ° S °' Che Teilchen sind 

beschichteten Latextei.chen in EP^^X^T^Xn" * HerSte " Un9 V ° n 



so (ii) Antikorper: 



Fragment, erhalten wurden die »7r.S, k. Obemim und bratmyliert, wobel aidndbiotinylierte Fab'- 

JJmmueoaasay. 4 (3) 209-327 ( 19 S) b^cwrtae r?J^ , I- tasp,els - 8lss toi et al., 

»ob,b. k ,« u „ db e isp ,. l ^ F.b-F r ag m en,en ist ebenfai* 
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Die monoklonalen Antikorper <hCG>-3 und <hCG>-4 wurden als dritter AntikOrper in Losung verwendet 
und wurden daher (um mogliche StOrungen des Tests durch Anwesenheit der konstanten DomSne zu 
verhindern) in die Fab'2 -Fragmente uberfuhrt. Die monoklonalen Antikorper <hCG>-1, -3 und -4 waren gegen 
unterschiedliche Epitope auf der /3-Untereinheit von hCG gerichtet, und der monoklonale Antikorper <hCG>-2 
5 war gegen die a- und /S-Untereinheit von hCG gerichtet. 

(iii) Puffersysteme: 

a) SA-Laterpuffen SA-Latex wurde in 200 mmol/l Glycinpuffer, pH 7,5 mit 2 % Saccharose, 0,5 % 
10 Rinderserumalbumin und 0,1 % Natriumazid gelost. 

b) Reaktionspuffer Der Reaktionspuffer war ein 50 mmol/l Phosphatpuffer, pH 7,5, der 75 mmol/l 
Natriumchlorid, 0,1 % Brij, 3 % Polyethylenglykol 40000 und 0,1 % Natriumazid enthielt. Die Verwen- 
dung von Polyethylenglykol als Reaktionsverstarkungsmittel ist besonders bevorzugt, da die Reaktion in 
seiner Abwesenheit schlechter verlauft. 

is c) Standard: Die Standardlosungen wurden durch Zugabe von hCG in bekannten Konzentrationen zu 
Human-Serum hergestellt. 

Testprozedur: 

20 Der Fab'-beschichtete Latex wurde durch Vermischen von SA-Latex mit den Fab'-Antikorperfragmenten 
<hCG>-1 und -2 im Latexpuffersystem erzeugt. Die Endkonzentration von SA-Latex im Puffer war 0,1 % 
(GewWol.) und die der Fab'-Fragmente 0,4 ug/ml. Die F(ab'>2-Antik6rperfragmente <hCG>-3 und <hCG>-4 
wurden in unterschiedlichen Konzentrationen dem Reaktionspuffer zugesetzt. Das Experiment wurde auf 
einem automatischen Hitachi 717 Analysegerat bei 37 'C durchgefiihrt. 20 ul Standardlosung wurden in 

25 eine Kuvette pipettiert, wonach unmittelbar 330 ul des das losliche Antikorperfragment <hCG>-3bzw. <hCG>- 
4 in unterschiedlichen Konzentrationen enthaltenden Reaktionspuffers folgten. Nach RUhren wurde das 
Gemisch 5 Minuten lang inkubiert, und dann wurden 50 ul Latexlosung zugesetzt. Das Gemisch wurde 
erneut vermischt und fur 5 Minuten inkubiert. Der Reaktionsverlauf wurde durch Messung der Absorptions- 
anderung bei 340 nm verfolgt. 

30 

Ergebnisse: 

Die Figuren 3 und 4 zeigen das Ergebnis des Experiments. Aus Figur 3 ist ersichtlich, daG der Zusatz 
des Fab'2-Fragments <hCG>-4 eine geringe Wirkung auf die Steigung der Kurve in der Anfangsphase 

35 besitzt, es wird jedoch eine erhebliche Verzogerung des Hook-Effekt beobachtet (siehe auch Tabelle 1 ). Der 
Zusatz des dritten Antikbrpers hat in diesem Fall somit eine geringe Wirkung auf die Empfindlichkeit des 
Tests, fiihrt aber zu einer ganz erheblichen Verringerung des Hook-Effekts. Die beste Wirkung wird mit 
einer (hCG>-4 Konzentration zwischen 25 und 100 ug/ml Probeflussigkeit gefunden. 

Aus Figur 4 geht hervor, daB im Falle des Fab'2 -Fragments <hCG>-3 der Zusatz des dritten Antikorpers 

40 wiederum zu einer Verringerung des Hook-Effekts fuhrt, in diesem Fall wird jedoch die Empfindlichkeit des 
Tests (d.h. die Anfangssteigung der Standardkurve) verringert (siehe auch Tabelle 2). Die Wirkung des 
<hCG>-3-Zusatzes tritt bereits ab einer Konzentration von 0,5 ug/ml ein. 

Das unterschiedliche Verhalten der Fab' 2 -Antik6rperfragmente <hCG>-3 und <hCG>-4, die gegen ver- 
schiedene Epitope auf der /3-Untereinheit von hCG gerichtet sind, ist vermutlich darauf zurGckzufOhren, daB 

45 das von <hCG>-3 erkannte Epitop nahe bei dem von <hCGM oder <hCG>-2 erkannten Epitop liegt, wodurch 
die Zugabe von (hCG>-3 mit der Bindung der anderen Antikorper an den Anaiyten interferiert, was zu einer 
Verringerung der Empfindlichkeit durch eine Hemmung der Bindung von <hCG>-1oder <hCG)-2 und somit 
der Latexagglutinierung fUhrt. 

In den Tabellen 1 und 2 ist der EinfluB der Fab'2-Antikorperfragmente <hCG)-4 (Tabelle 1) und <hCG>-3 

so (Tabelle 2) auf die Steigung der Standardkurve und das mogliche Auftreten von falschen (zu geringen) 
Werten bei einer hCG-Bestimmung (d.h. der Beginn des Einflusses des Hook-Effekts auf den Test) zu 
erkennen. 
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Konzentration von Fab* 2 <hCG>-4 (ug/ml) 


Konzentratiqn von hCG, Oberder 
das Auftreten falscher, zu geringer 
Werte mfiglich isf (miu/rni) 


Steigerung der 
Standardkurve* (mE/mlU) 


0 

0,8 

1,6 

3,13 

6,25 
12,5 
25,0 
50.0 
100.0 

200,0 1^ 

* bei einer Stanriarrfki m,a Im D««:.k n r- 


25.833 

27.500 

31.666 

35.416 

42.500 

48:584 
104.583 
> 150.000 
113.333 

47.500 | 


0,116 
0,118 
0,115 
0,114 
0,115 
0,118 
0.116 
0.112 
0,112 
0,110 



Konzentration von Fab' 2 
<hCG>-3 (ug'rh.) 


Konzentration von hCG, Ober der das 
Auftreten falscher, zu geringer Werte 
mOglich ist* (mlU/ml) 


Steigerung der Standardkurve' (mE/mlU) 


0 

0,5 

1,0 

5,0 
10,0 
20,0 

* bei einer Standardkurve 


25.833 

> 150.000 
> 150.000 

> 150.000 
> 150.000 

> 150.000 

im Bereich 0 - 5000 mlU/ml 


0,116 
0,065 
0,038 
0,027 
0,021 
0,010 



Patentanspriiche 

t*^.weJ!L£ n Triget^lZ^S',*- "* e ' nem der Probe ™^« 

dadurch gekennzeichnet, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das tei.chenfdrmige Tragermateria. aus Latexpartike.n, Meta.lso.en und Uposomen ausgewahK 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche 
dadurch gekennzeichnet, 
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daB der immobilisierte Rezeptor Ri aus mindestens zwei unterschiedlichen Rezeptoren R 1a und R, b 
besteht, die mit unterschiedlichen Epitopen auf dem Analyten spezifisch bindefahig sind. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man den loslichen Rezeptor R2 derart auswahlt, dafi die Bindung von R2 an den Analyten nicht mit 
der Bindung des immobilisierten Rezeptors R1 an den Analyten interferiert. 

Reagenz zur Durchfuhrung eines Verfahrens zur Bestimmung eines bindefahigen Analyten in einer 

Probeflussigkeit, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB es einen an den Analyten spezifisch bindefahigen Rezeptor R 1p der auf einem teilchenformigen 
Tragermaterial immobilisiert ist, und weiterhin einen mit dem Analyten spezifisch bindefahigen Rezep- 
tor R 2 , der in der Probeflussigkeit loslich ist und mindestens zwei Bindungsstellen fur den Analyten 
besitzt, enthalt. 

Reagenz nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es weiterhin ein nicht-ionisches Polymer aus der Gruppe, bestehend aus Dextran mit einem 
Moleku large wicht von mindestens 500 kD, Polyvinylpyrrolidon mit einem Molekulargewicht von minde- 
stens 10 kD und Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von mindestens 6 kD enthalt. 

Reagenz nach Anspruch 6 Oder 7. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Tragermaterial aus der Gruppe, bestehend aus Latexpartikeln, Metallsolen und Liposomen 
ausgewShlt ist. 

Reagenz nach einem der Anspruche 6 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es mindestens zwei unterschiedliche immobilisierte Rezeptoren R 1a und R 1b enthalt, die an 
unterschiedliche Epitope auf dem Analyten spezifisch bindefahig sind. 

Verwendung der Kombination eines auf einem teilchenformigen Tragermaterial immobilisierten Rezep- 
tors R1 und eines loslichen, mit mindestens zwei Bindungsstellen versehenen Rezeptors R2, wobei R1 
und R 2 beide mit einem Analyten spezifisch bindefahig sind, zur Vermeidung oder/und Verminderung 
des Hook-Effekts als Storung bei der Bestimmung eines Analyten durch Immunprazipitation. 
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Fig. 4 
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